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維芽細胞は 10%	 FBS とペニシリン/ストレプトマイシン（100	 U/ml、100	 µg/m）
を含む MEM-α(Wako)で培養し,間葉系幹細胞はヒト間葉系幹細胞専用培地キッ




	 継代 7 回目の 100%コンフルエントになった間葉系幹細胞を用いて、脂肪細胞
への分化誘導を行った。脂肪細胞への分化誘導は、タカラバイオから購入した
脂肪細胞分化培地を用いた。RNA は分化誘導開始前（0時間）をコントロールと
して、開始後 1 時間,	 12 時間,	 24 時間,	 2 時間,	 4 日,	 6 日,	 9 日,	 12 日,	 15





	 ヒトの完全長 cDNA のエントリークローンは RIKEN	 クローンバンクと
Invitrogen から購入した。第三世代の自己不活化型レンチウイルスプラスミド
CSII-EF-RfA-IRES2-Venus、パッケージングプラスミドの pCAG-HIVgp	 と	 
pCMV-VSV-G-RSV-Rev は RIKEN	 BRC の三好博士から提供していただいたものを使
用した。エントリークローンから、レンチウイルスベクターに組換えた後、293T
細胞にパッケージングプラスミドと一緒に形質導入し、24 時間後と 48 時間後に
上清を回収し、ウイルス含む上清を超遠心機を用いて 50,000×g で 2 時間遠心
し、ウイルスを濃縮して回収した[3]。	 
	 線維芽細胞への形質導入は、形質導入前日に 5×103	 cells/	 cm２になるように






	 ZNF395 の発現抑制には stealth	 siRNA(Invitrogen)を用いた。70%ほどコンフ






	 RNeasy	 Mini	 Kit	 (Qiagen)のを用いて全 RNA を抽出した。cDNA は PrimeScript®	 
1st	 strand	 cDNA	 Synthesis	 Kit(Takara)を用いて、抽出した全 RNA から逆転写
して合成した。Real-time	 PCR 反応は SYBR®	 Premix	 Ex	 Taq	 Perfect	 Real	 
Time(Takara)と 7900HT	 Real-time	 PCR	 system	 (Applied	 Biosystems)を用いて




	 脂肪細胞に分化誘導したあと、細胞を PBS で洗浄し、4%のパラホルムアルデ
ヒドで固定した。細胞質内の油滴は Lipid	 Tox	 (Invitrogen)を用いて染色し、
核は Hoechest	 33342	 (Invitrogen)を用いて染色した。染色した脂肪細胞は




	 ラベリングとハイブリダイゼーションはTotal	 Prep	 RNA	 Amplification	 







脂肪細胞分化過程において一過性に発現変動する ZNF 遺伝子の同定	 
	 




時間、12 時間、24 時間、2日、4日、6日、9日、12 日、15 日で RNA を抽出し、
マイクロアレイを行った。	 
	 分散分析（ANOVA）(p-value が 0.001 かつ FDR５％)と発現量（2倍以上）をも
とに 34 個の有意に発現変動する ZNF 遺伝子を絞り込んだ。なお ZNF 遺伝子ファ
ミリーのアノテーションには Human	 Gene	 Nomenclature	 Database	 (HGNC)[9]を
利用した。次に絞り込まれた 34 個の遺伝子に対して、k-means	 clustering	 を
行い。7 個の一過性に発現変動する ZNF 遺伝子を同定した（図 2）。	 





図 2	 一過性に発現変動する遺伝子群（マイクロアレイ）と ZNF395	 (qRT-PCR)	 
	 
脂肪細胞分化過程における ZNF395 の発現抑制	 
	 
	 ZNF395 が脂肪細胞分化の過程で重要な遺伝子であるかを調べるために、脂肪
細胞分化の過程で ZNF395 の発現を siRNA を用いて抑制し、脂肪細胞分化への影





有意に減少した（図 3）。	 	 
	 
	 	 




































































































さらに、脂肪細胞の分化マーカーである PPARG2,	 CEBPA,	 FABP4,	 LEP,	 APOD,	 
HSD11B	 の発現を qRT-PCR で調べると、ネガティブコントロールと比べて ZNF395




ZNF395 と PPARG2 の形質導入によるヒト線維芽細胞から脂肪細胞への分
化転換	 
	 
	 これまでに、マウスにおいて線維芽細胞に PPARG2 を形質導入することによっ
て、脂肪細胞に分化転換できることが報告されている。実際、ヒト線維芽細胞
にPPARG2を形質導入すると、少ないながらも油滴を形成する細胞が観察された。	 
	 そこで、今回新たに同定した脂肪細胞分化に関与する ZNF395 がヒトの線維芽
細胞での分化転換に重要な役割を果たすか調べた。ヒトの線維芽細胞に PPARG2
もしくは ZNF395 単独を形質導入させたものと、PPARG2 と ZNF395 の両方を形質
導入させたものとで比較検討した。その結果、PPARG2 単独では油滴を作りだし
た細胞の割合が 10%だったのに対して、PPARG2 と ZNF395 の両方を同時に形質導





Tox によって赤色に染色した。油滴を持つ細胞の割合が 16.7％に増加した。	 
	 








図 5	 PPPARG2 単独と比較して PARG2+ZNF395 で発現が変動した遺伝子。	 
横軸は発現比（log2）、縦軸は統計値（B 値）。160 個の遺伝子の発現が有意に変動し、














	 ZNF395 は既に脂肪細胞分化との関連が報告されているマウスの Zfp423[6]や
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となく直接転換させることをいう。英語では、Direct	 cell	 reprogramming	 ま
たは Trans-differentiation と言われる。	 
PPARG：核内受容体の一種であり、脂肪細胞分化に必要な多くの遺伝子を制御し
ていることが知られている。マウスでは、PPARG 単独で線維芽細胞を脂肪細胞様
に転換させられるという報告がされている。	 
ZNF 遺伝子:	 ジンクフィンガープロテインをコードする遺伝子である。ジンク
フィンガープロテインは真確生物のゲノムの中で最も豊富なタンパクであり、
細胞分化以外にも、様々な細胞のプロセスに関与している。	 
